
























Abstract:  Authors  studied  the  effect  of  sterigmatocystin  from  infected  corn  (STC),  purified 






trienes  (CT)  were  measured  in  the  liver,  while  malondialdehyde  (MDA)  concentration  was 
determined  in  blood  plasma,  red  blood  cell  hemolysate  and  liver. Reduced  glutathione  (GSH) 
concentration and glutathione peroxidase (GPx) activity were determined in the same samples, and 
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1. Introduction 
Mycotoxins  are  secondary metabolites  of  filamentous  fungi,  and  are  toxic  to  animals  and 
humans. Fungi of Aspergillus genus produce several mycotoxins. Aflatoxins—which have more than 
ten  types,  the most  toxic  being AFB1—are mainly produced  by Aspergillus  flavus  and Aspergillus 
parasiticus. Sterigmatocystin (STC), which has a molecular structure similar to aflatoxins, and acts as 








too,  in  in  vivo  and  in  vitro  studies.  Through  induction  of  chromosomal  damages  and 
sister‐chromatide exchange [10,11], it leads to cytotoxicity [12,13], inhibition of cell‐cycle [14,15] and 
mitosis [16] as demonstrated in vitro and in vivo. 
Metabolic activation of STC  is  similar  to  that of AFB1—both are metabolized by cytochrome 
P450 3A4 to a reactive epoxide at the furofuran ring [17]. In the target cells, this active epoxide forms 
1,2‐dihydro‐2‐(N7‐guanyl)‐1‐hydroxy‐STC adducts with the nucleic acids [18–20]. 
The  International Agency  for Research on Cancer  (IARC)  classified STC as a 2B  carcinogen, 
which means it is possibly carcinogenic to humans, but a definitive link between human exposure 
and incidence of cancer has not been proven [21]. 
Despite  the  risks,  there  are  still neither  regulations nor  recommendations  for  the maximum 
limits for STC in food or feed, though European Food Safety Authority (EFSA) delivered a scientific 
opinion about the risk of STC contamination [22]. 







The  purpose  of  present  study  was  to  investigate  the  short‐term  (up  to  three  days)  and 





























For  the  three  treated groups,  the complete  feed was contaminated with grits containing STC 
produced  by Aspergillus  creber  2663,  purified  (99%)  STC  (Romer  Labs,  Tulln, Austria)  and  grits 
containing AFB1 produced by the high toxin producer Aspergillus flavus Zt41 [27], respectively. 
To  produce  sterigmatocystin  or  aflatoxin  B1  contaminated  corn,  the  following method was 
used. A suspension of 108 conidia/mL was prepared in sterile distilled water from 7‐day‐old colonies 
of  sterigmatocystin  producer Aspergillus  creber  2663  or  aflatoxin  producer Aspergillus  flavus Zt41 













For  setting  the  final  concentrations  of  the  sterigmatocystin  contaminated  diets,  a  ten‐time 
correction factor was used, as the proposed toxicity of STC is lower than that of AFB1.   
In control diet, the concentrations of STC and AFB1 were below the detection limit, while the 
experimentally  contaminated diets  contained mycotoxins as  follows: STC—1590  μg STC/kg  feed; 
PSTC—1570.5 μg STC/kg feed; AFB1—149.1 μg AFB1/kg feed. 
2.3. Quantification of STC and AFB1 by HPLC 
From  the  sterigmatocystin  or AFB1  enriched  corn  grits  and  from  the  control,  STC  or AFB1 
contaminated diets, 10 g was transferred into Stomacher bags, and 30 mL methanol was added. The 
























were  taken  after  cervical  dislocation.  Post  mortem  liver  samples  were  collected,  and  for  gene 
expression  studies,  a  small  portion  was  put  immediately  to  liquid  nitrogen.  The  whole  blood 





(CD)  and  trienes  (CT)  in  the  liver  were  measured  by  the  ISO  3656:2011  method  [28],  using 
trimethyl‐pentane and reading the absorption at 232 nm for CD and 268 nm for CT. The terminal 
phase  of  lipid  peroxidation  was  followed  by  the  determination  of  thiobarbituric  acid  reactive 
substances  (TBARS), based on  their  color  complex  formation with  2‐thiobarbituric  acid  [29]  and 
expressed  as malondialdehyde,  using  1,1,3,3  tetraethoxypropane  (Fluka,  Buchs,  Switzerland)  as 
standard. 
Reduced  glutathione  (GSH)  concentration was  determined  in  blood  plasma,  red  blood  cell 
hemolysate and 10,000 g supernatant fraction of 1:9 homogenate of liver in isotonic saline (0.65% w/v 
NaCl) by  the method described by Rahman et al.  [30]. Glutathione‐peroxidase  (GPx) activity was 
measured  in  the same samples as described by Matkovics et al.  [31], where  the  loss of GSH was 









and  NanoPhotometer  (Implen  GmbH,  Munich,  Germany)  measurements  were  performed  to 
confirm  the  quantity  and  integrity  of  the  RNA  samples.  In  addition,  only  those  samples were 
accepted for further investigation, which had higher ratios of absorption at 260:280 nm than 2.0. For 
cDNA  synthesis,  a  standard  protocol was  used with RevertAID Reverse  Transcriptase  (Thermo 




Endogenous  control gene  (GAPDH) was  chosen according  to  literature data, as  it has no known 
interaction with oxidative stress and mycotoxin exposure in broiler chickens, as it was used as an 
internal control gene in several other studies [34,35]. 
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primers  and  dual  labelled  (6‐fluorescein  phosphoramidite  (FAM)  or 
2′‐chloro‐7′phenyl‐1,4‐dichloro‐6‐carboxy‐fluorescein  (VIC)  fluorescent  die  and  minor  groove 
binder‐non‐fluorescent  quencher  (MGB‐NFQ))  TaqMan  probes  both  for  target  and  endogenous 












Gene  Forward primer 5′–3′  Reverse primer 5′–3′  Accession Nr. 
GAPDH  TGACCTGCCGTCTGGAGAAA  TGTGTATCCTAGGATGCCCTTCAG  NM_204305.1 
GPX4  AGTGCCATCAAGTGGAACTTCAC  TTCAAGGCAGGCCGTCAT  NM_001346448.1 
GSS  GTACTCACTGGATGTGGGTGAAGA  CGGCTCGATCTTGTCCATCAG  XM_425692.6 
GSR  CCACCAGAAAGGGGATCTACG  ACAGAGATGGCTTCATCTTCAGTG  XM_015276627.2 
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In  decreasing  order:  STC  134.0  g/bird  (−1.58%);  PSTC  128.0  g/bird  (−6.01%);  AFB1  125.7  g/bird 
(−7.70%). The lower feed intake resulted significantly (p < 0.05) lower body weight in the STC group 
as compared to control on the seventh day of mycotoxin exposure. On the same sampling day, the 
average body weight of  the STC group was significantly  (p < 0.01)  lower  than of  the AFB1 group 
(data not shown). 
Absolute  liver weight  (g) was  significantly  (p < 0.05)  lower on  the  second day of mycotoxin 













Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  0.315 ± 0.027       
Day 1  0.261 ± 0.026  0.279 ± 0.028  0.267 ± 0.041  0.296 ± 0.024 
Day 2  0.293 ± 0.043  0.334 ± 0.089  0.323 ± 0.059  0.297 ± 0.039 
Day 3  0.295 ± 0.041  0.295 ± 0.047  0.304 ± 0.031  0.326 ± 0.023 
Day 7  0.313 ± 0.028  0.317 ± 0.036  0.307 ± 0.040  0.320 ± 0.023 
Day 14  0.311 ± 0.049  0.290 ± 0.026  0.292 ± 0.029  0.305 ± 0.017 
Samplings  Conjugated Trienes (OD 268 nm) 
Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  0.168 ± 0.016       
Day 1  0.135 ± 0.012  0.147 ± 0.015  0.138 ± 0.018  0.153 ± 0.010 
Day 2  0.145 ± 0.015  0.166 ± 0.033  0.159 ± 0.027  0.157 ± 0.022 
Day 3  0.156 ± 0.021  0.151 ± 0.017  0.152 ± 0.012  0.158 ± 0.014 
Day 7  0.165 ± 0.012  0.161 ± 0.019  0.157 ± 0.019  0.161 ± 0.012 
Day 14  0.155 ± 0.007  0.158 ± 0.012  0.162 ± 0.014  0.164 ± 0.012 
Samplings  Thiobarbituric Acid Reactive Substances (Malondialdehyde, μmol/g Wet Weight) 
Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  19.85 ± 6.47       
Day 1  30.45 ± 12.98  38.99 ± 16.25  26.31 ± 3.27  31.06 ± 4.61 
Day 2  25.96 ± 8.44  24.49 ± 6.97  22.18 ± 3.91  24.11 ± 2.78 
Day 3  17.73 ± 3.53  14.95 ± 6.97  16.19 ± 4.73  18.62 ± 6.99 
Day 7  28.78 ± 2.68  25.24 ± 5.61  28.33 ± 6.06  23.20 ± 1.01 
Day 14  18.53 ± 3.13  19.91 ± 2.78  20.74 ± 4.10  23.39 ± 3.57 
STC—1590 μg STC/kg feed; PSTC—1570.5 μg STC/kg feed; AFB1—149.1 μg AFB1/kg feed. 
The increase of free radical formation in the liver activated the glutathione redox system, as it 
was  supported by  the  slightly elevated GSH concentration at both  short  (1st day) and  long‐term 
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(14th day) AFB1 exposure compared to the control. On the second day, AFB1 caused significantly (p < 
0.05) higher GSH concentration in the liver than PSTC treatment (Table 5). 





compared  to control at  the  last sampling  (6.99 ± 1.28 vs. 8.74 ± 1.20 μmol/g protein). GPx activity 
showed similar, but not significant changes as observed in its co‐substrate, GSH (data not shown). 
The  two‐week‐long  mycotoxin  exposure  did  not  result  in  significant  alterations  in  MDA 
concentration, amount (GSH) and activity (GPx) of the glutathione redox system in red blood cell 
hemolysates (data not shown). 
Table  5.  Effect  of  sterigmatocystin  or  aflatoxin  on  reduced  glutathione  (GSH)  concentration  and 
glutathione peroxidase (GPx) activity in the liver of broiler chickens (mean ± SD; n = 6). 
GSH (μmol/g Protein) 
Samplings  Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  3.47 ± 0.38       
Day 1  4.84 ± 0.98  4.56 ± 0.79  5.03 ± 0.74  5.17 ± 1.44 
Day 2  4.49 ab ± 0.73  4.46 ab ± 0.55  3.63 a ± 0.83  4.79 b ± 0.41 
Day 3  4.81 ± 0.79  3.99 ± 1.42  3.90 ± 1.04  4.66 ± 2.23 
Day 7  7.41 ± 0.55  6.58 ± 0.41  7.69 ± 1.32  7.27 ± 0.95 
Day 14  5.34 ± 0.42  4.97 ± 0.75  5.95 ± 0.66  6.89 ± 3.11 
GPx (U/g Protein) 
Samplings  Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  3.37 ± 0.29       
Day 1  4.68 ± 1.00  4.41 ± 0.71  5.18 ± 0.91  5.46 ± 0.71 
Day 2  3.97 b ± 0.46  3.62 ab ± 0.35  3.06 a ± 0.62  4.10 b ± 0.56 
Day 3  4.48 ± 0.99  4.04 ± 1.32  3.96 ± 0.87  4.34 ± 1.99 
Day 7  6.33 ± 0.72  6.16 ± 0.42  6.84 ± 1.32  6.01 ± 0.39 




AFB1 group  than  in  the control and STC groups. Later, purified STC  (day 2 and 7) and aflatoxin 
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Samplings  Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  1.00 ± 0.05         
Day 1  0.57 bc ± 0.02  0.63 c ± 0.03  0.52 ab ± 0.02  0.50 a ± 0.04 
Day 2  0.57 a ± 0.03  0.59 ab ± 0.01  0.62 b ± 0.03  0.63 b ± 0.02 
Day 3  0.67a ± 0.03  0.62a ± 0.04  0.71a ± 0.07  0.60a ± 0.02 
Day 7  0.51 ab ± 0.04  0.48 a ± 0.03  0.67 c ± 0.06  0.59 b ± 0.04 
Day 14  0.48 a ± 0.03  0.57 c ± 0.05  0.50 ab ± 0.03  0.55 bc ± 0.03 
Gene expression of GSS 
Samplings  Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  1.00 ± 0.02       
Day 1  0.55 d ± 0.04  0.46 c ± 0.02  0.38 ab ± 0.05  0.34 a ± 0.05 
Day 2  0.45 a ± 0.05  0.57 b ± 0.03  0.52 ab ± 0.05  0.54 a ± 0.06 
Day 3  0.66 ab ± 0.05  0.61 ab ± 0.08  0.60 a ± 0.08  0.70 b ± 0.05 
Day 7  0.41 a ± 0.04  0.50 b ± 0.05  0.70 c ± 0.06  1.04 d ± 0.02 
Day 14  1.03 c ± 0.06  0.93 b ± 0.05  0.74 a ± 0.09  0.91 b ± 0.04 
Gene expression of GSR 
Samplings  Control  STC  PSTC  AFB1 
0 h  1.00 ± 0.03       
Day 1  0.43 b ± 0.06  0.41 b ± 0.05  0.28 a ± 0.03  0.24 a ± 0.02 
Day 2  0.36 a ± 0.05  0.40 ab ± 0.06  0.41 ab ± 0.05  0.46 b ± 0.04 
Day 3  0.47 a ± 0.04  0.50 a ± 0.07  0.68 b ± 0.10  0.43 a ± 0.03 
Day 7  0.42 a ± 0.03  0.39 a ± 0.07  0.55 b ± 0.07  0.84 c ± 0.05 




The applied dose  (149.1  μg AFB1/kg  feed) of aflatoxin  in  the  feed of broiler chickens  in  this 
two‐week‐long feeding trial was 7.5‐times higher than the regulatory limit in the EU (Commission 
Regulation 574/2011). It caused some alterations in production parameters (e.g., lower feed intake), 
had a  rapid pro‐oxidant effect and caused elevations  in  the  initial, but not  in  the  terminal phase 
parameters of lipid peroxidation processes in the liver, and also in the amount and activity of the 
glutathione redox system. The liver is the primary site of the reduced glutathione biosynthesis [37], 
which  tripeptide—as  co‐substrate  of  selenium‐dependent  glutathione  peroxidases  and 
glutathione‐S‐transferases—has an important role in protection against the reactive oxygen species 
(ROS). However, Karaman et al. [38] reported depletion of GSH concentration in the liver of broilers 
as  the  effect  of  aflatoxin  exposure,  but,  in  the  present  study,  no  such  changes  were 
observed—possibly due to the lower dose and shorter duration of exposure. Regarding GPx activity, 
the  literature  reported marked  reduction  in  the case of AFB1 exposure  [39], but  in  this  trial, GPx 
activity did not decrease significantly in the liver, though a slight increase was observed, which was 
possibly  caused  by  the  lower  dose  and  shorter  duration  of  exposure.  Thus,  increasing  ROS 
formation in the cells activated the enzymes involved in the biological antioxidant system and also 
their  gene  expression.  Hepatic  gene  expression  of  antioxidant  enzymes,  such  as  superoxide 
dismutase (SOD), GPx and glutathione S‐transferase (GST) were affected (mostly down‐regulated) 
in chickens fed with diets containing AFB1 [34,40]. In this trial, significant down‐regulation of GPX4 
gene was  also  observed  a day  after  the  start  of AFB1  exposure,  but  later,  at day  2  and day  14, 
up‐regulation was  found,  suggesting an effective activation of  the glutathione  redox  system as a 
response to mild oxidative stress. In the antioxidant defense system of birds, glutathione peroxidase 
4 (GPX4) is more important [41] than in the case of mammals, where GPX1 plays the major role [42], 
which  is  also  supported  by  our  findings. Glutathione  synthetase  (GSS)  catalyses  the  reaction  of 
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suggests  an  adequate  antioxidant  response  to  oxidative  stress  after  an  early  inhibitory  phase 
regarding gene expression. 
Sterigmatocysin is carcinogenic, although its carcinogenicity is about 10–100 times less than that 
of AFB1  in  test animals  [43]. The  intake of STC  contaminated  feeds at  the applied  concentration, 
which was ten times higher than the EU regulatory limit for aflatoxin B1, caused lower body weight 
and reduced absolute and relative liver weights compared to the control or aflatoxin treated broilers, 
which means  that  the dose  applied has  a  toxic  effect  in  chicken. The  literature  is very  scarce  in 
connection with the effect of STC on the biological antioxidant system of avian species. The main site 
of its biotransformation is the liver, in which phase I enzymes (cytochrome P450 superfamily) and 
phase  II processes  are  involved. The  latter uses  the glutathione pool of  this  tissue  to  form GSH 






level of oxidative stress did not  reach  the critical  level  for  its significant activation. These  results 
suggested that STC has a lower oxidative stress‐inducing effect than the predicted one‐tenth of AFB1. 
There were  some  differences  in  the  effects  regarding  protein  level  by  naturally  occurring  and 
purified STC, which were probably caused by some other non‐identified metabolites in the naturally 
occurring preparation. Purified STC caused significantly  lower GPx activity  in  the  liver at day 2, 
which was probably caused by the  lower GSH concentration at the same sampling‐time, which is 
essential  for  GPx  activity  [44].  In  gene  expression  levels,  the  purified  form  of  STC  caused 
up‐regulation of GPX4  at days  2  and  7,  and naturally occurring STC  at day  14,  as  compared  to 
control, which  suggests  activation of  antioxidant gene  cluster  even  in  the  case of mild oxidative 










activated  the glutathione  redox  system, as  suggested by  the  changes  regarding  the  level of gene 
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